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57  Resumen:
Construcción génica y su empleo en el tratamiento de
la fibrosis cardiaca.
La presente invención se refiere a una nueva
construcción génica que comprende a) una secuencia
de ADN que codifica para la proteína proMMP2, b)
una secuencia de ADN que codifica para el promotor
de MHC-{be}, operativamente unida a la secuencia a),
y c) un vector de expresión y secreción de proteínas
que une operativamente a las secuencias a) y b).
As imismo,  se  contempla  una compos ic ión
farmacéutica, que comprende dicha construcción
génica, para su empleo en el tratamiento de la fibrosis
cardiaca. Finalmente se contempla el método para la
obtención de la construcción génica de la invención.
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DESCRIPCIÓN 
 
Construcción génica y su empleo en el tratamiento de la fibrosis cardíaca.  
 
Objeto de la invención  5 
 
La presente invención está enmarcada dentro del campo del ADN molecular, en concreto, 
aplicado a la Biomedicina Cardiaca. En particular se contempla un sistema de alerta 
genético que permite el control de la expresión y secreción de la proteína MMP2 de forma 
específica en pacientes con fibrosis cardíaca, sin activarse en corazones sanos.  10 
 
Antecedentes de la invención  
 
Las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) desempeñan papeles fisiopatológicos 
cruciales en la remodelación maladaptativa del corazón en respuesta al crecimiento 15 
hipertrófico de los cardiomiocitos y la fibrosis intersticial. Constituyen una familia de más 
de 20 enzimas dependientes del zinc que colectivamente tienen la capacidad de degradar 
todos los componentes de la matriz extracelular. La mayoría de las MMPs conocidas son 
segregadas al espacio extracelular y están estrictamente reguladas en tres niveles: 
transcripción, activación de pro-enzimas latentes y por sus inhibidores tisulares naturales 20 
de metaloproteinasas (TIMPs) (Nagase, H. and J. F. Woessner, Jr. "Matrix 
metalloproteinases". (1999) J Biol Chem 274(31): 21491-21494). Las MMPs desempeñan 
sin duda un papel importante en el mantenimiento de la arquitectura y la función cardiaca 
normales. La expresión de MMPs en diferentes tipos celulares como cardiomiocitos, 
células endoteliales, células de músculo liso vascular y fíbroblastos, se asocia con la 25 
progresión a estados patológicos.  
 
La metaloproteinasa de matriz-2 (MMP2) pertenece al grupo de gelatinasas y presenta un 
dominio, insertado en el dominio catalítico, que se une a gelatina, colágenos y laminina. 
La MMP2 digiere los colágenos tipo I, II y III (Aimes, R. T. and J. P. Quigley (1995). 30 
"Matrix metalloproteinase-2 is an interstitial collagenase. Inhibitor-free enzyme catalyzes 
the cleavage of collagen fibrils and soluble native type I collagen generating the specific 
3/4-and 1/4-length fragments" J Biol Chem 270(11): 5872-5876). En modelos de ratón a 
los que se les somete a sobrecarga de presión, la ausencia de MMP2 promueve una 
mayor hipertrofia y fibrosis cardiaca que en ratones salvajes (Wang. X., E. Berry, et al. 35 
(2015). "Matrix metalloprotemase-2 mediates a mechanism of metabolic cardioprotection 
consisting of negative regulation of the sterol regulatory element-binding protein-2/3-
hydroxy-3-methylglutaryi-CoA reductase pathway in the heart". Hypertension 65(4): 882-
888). Este sistema de protección falla en pacientes con disfunción cardiaca mantenida 
durante años (Heymans, S, B. Schroen, et al. (2005). ''lncreased cardiac expression of 40 
tissue inhibitor of metalloproteinase-1 and tissue inhibitor of metafloproteinase-2 is related 
to cardiac fibrosis and dysfunction in the chronic pressure-overloaded human heart". 
Circulation 112(8): 1136-1144).  
 
El inhibidor natural de MMP2 (TIMP-2) desempeña un papel fundamental y diferencial en 45 
la mediación del remodelado patológico cardiaco, independientemente de su función 
inhibidora de MMP. Por ello, no es una buena opción inhibir TIMP2 para controlar MMP2 
por el desequilibrio generado en las células cardiacas que a largo plazo va en detrimento 
de la función cardiaca (Fan, D., A Takawale, et al. (2014). "Differential role of TIMP2 and 
TIMP3 in cardiac hypertrophy, fibrosis, and diastolic dysfunction". Cardiovasc Res 103(2): 50 
268-280). Por ello, una sobreexpresión de MMP2 en el lugar correcto y en el momento 
adecuado sería una buena protección para la función cardiaca.  
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Multitud de estudios publicados mantienen que la MMP2 es una proteína que elimina la 
fibrosis de muchos tejidos como puede ser el corazón (por ejemplo, Am J Physiof Heart 
Gire Physiol. 2008 Oct; 295(4): H1394-402. doi: 10.1152/ajpheart. 00346.2008), pero al 
administrar MMP2, bien sea in vitro o in vivo, no existe ningún control de su actividad, es 
decir no se puede controlar cuando comienza a eliminar fibrosis y cuando finaliza, ni 5 
tampoco si lo hace indiscriminadamente sobre cualquier tejido al introducirlo en un 
organismo. Se han probado diferentes tipos de herramientas para llevar MMP2 a los 
órganos destino como el corazón (SBC2011-53761, pp. 199-200; 2 doi: 
10.1115/SBC2011-53761. Adv Mater. 2015 Oct 7; 27(37): 5547-52 doi: 10.1002/ 
adma.201502003) con el objetivo de eliminar la fibrosis dañina que puede llevar a la 10 
muerte del paciente. Cobra especial importancia la regulación de MMP2 por su tremenda 
importancia en la eliminación de la fibrosis cardiaca, para que actúe sólo y 
exclusivamente en el órgano diana cuando esté dañado (IUBMB Life, 64(2): 143-150, 
February 2012 JSSN 1521-6543 print/ISSN 1521-6551 online DOI: 10.1002/iub.594).  
 15 
Por otra parte, la miosina de cadena pesada β (MHCβ) es un marcador especifico de 
hipertrofia patológica La MHC es el motor molecular que impulsa la contracción muscular. 
El músculo cardiaco expresa dos isoformas de miosina de cadena pesada (MHC) 
designadas como α (ATPasa altamente activa) y β (de baja actividad ATPasa). La 
isoforma β no es tan eficaz como la isoforma α en las funciones contráctiles en el adulto y 20 
su composición fenotípica regula las propiedades intrínsecas de contracción del corazón 
(Lompre. A M. B. Nadai-Ginard, et al. (1984). "Expression of the cardiac ventricular 
alpha-and β-myosin heavy chain genes is developmentally and hormonally regulated". J 
Biol Chem 259(10): 6437-6446). La expresión de la isoforma cardíaca MHC (α o β) está 
regulada en el desarrollo. Durante el primer período de la vida postnatal de los roedores 25 
hay un cambio completo de una expresión predominante de MHCβ al nacer (isoforma 
fetal). a una expresión predominante de MHCα (isoforma del adulto). A lo largo de la vida 
adulta. la expresión de MHCα predomina en un corazón normal. La expresión de MHCβ 
aumenta gradualmente a medida que el animal crece (Lompre, Nadai-Ginard et al., 1984) 
El nivel de expresión de MHCβ puede cambiar totalmente en cualquier dirección en 30 
ciertos estados fisiopatológicos. Así, por ejemplo, el gen MHCβ se induce junto con otros 
genes "fetales" durante la hipertrofia patológica cardiaca (Morkin, E. "Control of cardiac 
myosin heavy chain gene expression". (2000) Microsc Res Tech 50(6): 522-531). Este 
cambio de isoforma no se detecta en la hipertrofia desarrollada con entrenamiento 
deportivo, por lo que la hipertrofia fisiológica no aumenta la concentración de MHCβ 35 
(Scheuer. J., A Malhotra, et al. (1982). "Physiologic cardiac hypertrophy corrects 
contractile protein abnormalities associated with pathologic hypertrophy in rats". J Clin 
Invest 70(6): 1300-1305; Frey, N., H. A. Katus, et al. (2004). "Hypertrophy of the heart: a 
new therapeutic target?" Circulation 109(13): 1580-1589). Sin embargo, en pacientes con 
estenosis aórtica, el MHCβ y el índice de masa corporal constituyen predictores negativos 40 
de la normalización de la masa ventricular izquierda tras el reemplazo valvular (Villar. A. 
V., D. Merino, et al. (2011). "Myocardial gene expression of microRNA-133a and myosin 
heavy and light chains, in conjunction with clinical parameters, predict regression of left 
ventricular hypertrophy after valve replacement in patients with aortic stenosis". Heart 
97(14): 1132-1137).  45 
 
También en ratones añosos sometidos a constricción aórtica transversal (imitando 
estenosis aórtica en pacientes) se produce la sobreexpresión miocárdica de genes 
relacionados con el remodelado como MHCβ y se observa una reducción en MHCα 
(Montalva, C., A. V. Villar, et al. (2012). "Androgens contribute to sex differences in 50 
myocardial remodeling under pressure overload by a mechanism involing TGF-β". PLoS 
One 7(4): 25). Por otra parte, en roedores adultos que presentaron insuficiencia cardíaca 
grave se produce un notable aumento en la isoforma β de MHC, lo que lo convierte en un 
marcador selectivo de esta patología (Qi, Y, Q Zhu, et al. (2015). "Activation of Foxo1 by 
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insulin resistance promotes cardiac dysfunction and β-myosin heavy chain gene 
expression". Gire Heart Fail 8(1): 198-208)  
 
La expresión de la proteína MHCβ es, por tanto, específica de corazón (células 
cardiomiocitarias y del sistema cardiovascular), expresándose también en bajas 5 
concentraciones en músculo esquelético pulmón y glándula mamaria no lactante, y tejido 
adiposo marrón, en ratón (http://biogps.org/#goto=genereport&id=140781) y en corazón y 
musculo esquelético, en humanos (httg://biogps.org/#goto=genereport&id=140781).  
 
Los autores de la presente invención, en base a las necesidades que existen en el estado 10 
de la técnica en relación con una protección adecuada de la función cardiaca, han 
desarrollado, tras un importante trabajo de Investigación, un sistema que permite la 
sobreexpresión de la proteína MMP2 en el lugar correcto y en el momento adecuado, que 
han denominado "sistema de alerta fibrogenético".  
 15 
El sistema se basa en una construcción génica novedosa, formada por dos insertos de 
ADN, uno correspondiente a la metaloproteinasa de matriz-2 (MMP2) y otro al promotor 
de miosina de cadena pesada β (MHCβ) Incluidos en un vector de expresión y secreción 
adecuado (pSecTag2A). Nunca antes se había conseguido ensamblar estos tres 
componentes y que funcionaran juntos. 20 
 
El sistema desarrollado por los autores de la presente invención permite el desarrollo de 
composiciones farmacológicas que controlan la expresión de MMP2 de forma que se 
activa en la célula sólo en caso de necesidad, cuando ésta detecta el inicio del 
remodelado patológico. El remodelado patológico consta de los fenómenos de hipertrofia 25 
y fibrosis. La composición farmacológica que degrada la fibrosis comienza a actuar sólo 
en el caso de que el fenómeno de hipertrofia se inicie. Es decir, no es un fármaco 
convencional cuyo funcionamiento comienza cuando se administra Esta composición es 
inocua porque es selectiva de la enfermedad y se puede administrar tanto a corazones 
sanos como no sanos, ya que se activa exclusivamente en corazones no sanos. Otro 30 
avance novedoso de esta terapia génica es la ausencia de efectos secundarios en el 
resto de tejidos del organismo, puesto que la activación del fármaco se da en sistema 
cardiovascular exclusivamente cuando se produce un aumento de la expresión de MCHβ, 
situación que sólo se da en los casos de corazones patológicos.  
 35 
Descripción de las figuras  
 
Figura 1.- Esquema del procedimiento de obtención del sistema de alerta fibrogenético 
(1).- Incorporación   del  inserto  proMMP2  al  sitio  de  clonación  múltiple  (MCS)  del 
vector pSecTag2A comercial para la obtención del primer clan (proMMP2-pSecTag2A). 40 
(2).- Deleción del promotor de CMV del vector pSecTag2A. 3.- Inserción del promotor de 
MHCβ en el sitio del promotor CMV (PCMV) dando lugar al segundo clan (promotor 
MHCβ-pSecTag2A-proMMP2).  
 
Figura 2.- Gráficos que muestran el incremento de la expresión extracelular de la proteína 45 
MMP2 al aumentar la expresión génica de MHCβ en la línea celular NIH-3T3, añadiendo  
0.3 ng/ml de TGFβ recombinante. A: Western Blot representativo de la expresión en el 
medio extracelular de MMP2 marcado en el e-terminal con el etítopo c-myc para su 
detección con el anticuerpo anti-c-myc y su diferenciación de la MMP2 endógena, con su 
control de carga proteico gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). B: 50 
Densitograma que muestra la cuantificación de la media de 3 western blots medido en 
unidades arbitrarias de densidad óptica. C: Expresión génica mediante q-PCR de MHCβ 
antes y después de la adición de TGFβ recombinante (y con ello de la activación de la 
síntesis de MHCβ) en fibroblastos NIH-3T3, p<0,001*'* T de student.  
ES 2 620 702 A1
 
 5 
 
Figura 3.-Incremento de la actividad enzimática de MMP2 como gelatinasa en células 
transfectadas con el "sistema de alerta fibrogenético'' donde se activa la expresión de 
MHCβ con TGFβ recombinante (0,3 ng/ml). A. Imagen de la degradación del sustrato 
gelatina al ponerlo en contacto con el medio extracelular de células 3T3 que contienen el 
"sistema de alerta fibrogenético" (clan promotor de MHCβ-pSecTag2A-proMMP2) y su 5 
control de carga (proteína inespecífica en tinción de coomasie blue). B. Densitograma 
que indica el aumento significativo de la degradación de gelatina al añadir TGFβ al medio 
celular, p<0,05* T de student.  
 
Descripción de la invención  10 
 
En base a las necesidades en el estado de la técnica de nuevas herramientas que 
permitan el empleo controlado y especifico de la proteína MMP2 en la eliminación de la 
fibrosis cardiaca, los autores de la presente invención han desarrollado una construcción 
de ADN molecular que denominan "sistema de alerta fibrogenético" que permite regular la 15 
expresión de esta proteína para que actúe sólo y exclusivamente en el órgano diana y 
únicamente cuando esté dañado.  
 
El sistema de alerta fibrogenético se basa en una nueva construcción de ADN molecular 
formada por dos insertos de ADN, uno correspondiente al gen que codifica para el 20 
precursor de la proteína metaloproteinasa de matriz-2 (proMMP2) y otro al promotor de la 
miosina de cadena pesada β (MHCβ), incluidos en un vector de expresión y secreción 
adecuado.  
 
Esta nueva construcción de ADN molecular permite sintetizar en el interior de una célula 25 
la forma latente de la proteína MMP2 y secretar MMP2 activa al medio extracelular.  
 
El sistema así diseñado se activa cuando las células del tejido diana detectan daño 
cardiaco y responden con mecanismos iniciales de defensa (mediante la expresión 
especifica de MHCβ en corazón).  30 
 
Una vez activado, el sistema de alerta fibrogenético expresa y secreta la proteína MMP2 
activa para proceder a la degradación de la fibrosis cardiaca.  
 
Así, en un primer aspecto principal de la invención, se contempla una construcción de 35 
ADN molecular (de aquí en adelante, construcción génica de la invención), que 
comprende:  
 
a.  Una secuencia de ADN que codifica para el precursor de la proteína MMP2 
(proMMP2),  40 
 
b.  Una secuencia de ADN que codifica para el promotor de MHCβ, operativamente 
unida a la secuencia a), y  
 
c.  Un vector de expresión y secreción de proteínas, que une operativamente a las 45 
secuencias a) y b).  
 
El precursor de la proteína MMP2 (proMMP2) es la forma proenzimática latente de la 
proteína MMP2, con capacidad de convertirse en su forma activa en células con la 
maquinaria adecuada.  50 
 
Las MMPs se expresan como proenzimas latentes (Visse, R. and Nagase, H "Matrix 
metalloproteinases and tissue inhibitors of metalloproteinases: structure, function and 
biochemistry" Circ Res 92 (8)· 827-839). Así en la presente invención, se emplea la 
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proteína proMMP2 (precursor de MMP2 madura) para que las condiciones sean lo más 
aproximadas a las fisiológicas y que las modificaciones postrascripcionales se realicen en 
el interior de la célula como si fuera una proteína endógena, facilitando así su correcto 
funcionamiento.  
 5 
La construcción génica de la invención, junto con la posterior expresión y secreción de la 
proteína MMP2 en la célula diana y en el momento adecuado, constituye el sistema de 
alerta fibrogenético de la presente invención.  
 
Tal y como se utiliza en esta invención, la expresión "operativamente unida" se refiere a 10 
que la proteína precursor de la proteína MMP2, proMMP2, se expresa en el marco de 
lectura correcto bajo el control de la secuencia de ADN que codifica para el promotor de 
MHCβ, por medio del vector de expresión y secreción de proteínas.  
 
En una realización particular, el vector de expresión y secreción de proteínas empleado 15 
en la construcción génica de la invención es un vector no viral, tal como un plásmido de 
ADN de expresión proteica capaz de ser internalizado en células eucariotas, por ejemplo, 
en células animales, y que se une a los dos insertos (secuencias de ADN a) y b)) para 
generar la construcción génica de la invención, que, cuando se introduce en una célula 
huésped, promueve la expresión de la proteína MMP2 de forma transitoria (transfección 20 
transitoria), sin integrarse en el DNA genómico de la célula, o estable (transfección 
estable)  
 
El vector puede contener, además, los elementos necesarios para la expresión de la 
proteína, así como los elementos reguladores de su transcripción y/o traducción. 25 
Asimismo, el vector puede contener secuencias de procesamiento de ARN tales como 
secuencias de intrones para el splicing de un transcrito, secuencias de terminación de 
transcripción, secuencias para la secreción de la proteína etc. El vector, si se desea, 
puede contener un origen de replicación y un marcador seleccionable, tal como un gen de 
resistencia a un antibiótico  30 
 
De forma preferida, el vector empleado en la construcción génica de la presente 
invención es pSecTag2A El vector pSecTag2A es un vector de expresión de proteínas 
diseñado para la secreción de las mismas. Incluye una señal de secreción para la 
proteína sintetizada, dicha señal es de la región V-J2-C de la cadena kappa de Ig de 35 
ratón para la secreción eficaz de proteínas recombinantes, se llama señal de secreción 
lgk Guia (ATG-IgK Guia) y se encuentra en la región N-terminal (ver figura 1).  
 
En una realización preferida, la construcción génica de la invención está formada por un 
inserto de ADN que codifica para proMMP2 (h-proMMP2), con secuencia mostrada en 40 
SEQ ID NO 1, un inserto de ADN que codifica para el promotor de MHCβ, con secuencia 
mostrada en SEQ ID NO 2, y por el vector pSecTag2A, con secuencia mostrada en SEQ 
ID NO 3. La construcción génica así formada está constituida por la secuencia de 9748 
pb mostrada en la SEQ ID NO 4.  
 45 
Los tres componentes de los que consta esta realización pretenda de la invención son de 
acceso público, tanto en compañías como en laboratorios bioquímicos, el vector de 
expresión pSecTag2A (Thermofisher scientific, Mammalian Expression Vectors, 
referencia: V90020) y los dos insertos o secuencias de ADN (primer inserto proMMP2, 
metaloproteinasa de matriz-2, Origene, referencia SC321560; Segundo inserto: MHCβ, 50 
promotor de miosina de cadena pesada β, Addgene, referencia 53963).  
 
La obtención de la construcción génica de la invención puede realizarse por métodos 
convencionales conocidos por el experto en la materia, así como técnicas habituales de 
ES 2 620 702 A1
 
 7 
 
inserción de ADN molecular en un vector de expresión génica comercial (Sambrook et al, 
1989).  
 
De forma general el método para la obtención de la construcción génica de la invención 
(de aquí en adelante método de la invención) comprende los siguientes pasos:  5 
 
Linearizar el vector de expresión y secreción de proteínas  
 
Introducir en el vector linearizado las dos secuencias de ADN a) y b) (secuencia de 
ADN que codifica para la proteína proMMP2 y secuencia de ADN que codifica para 10 
el promotor de MHCβ) y  
 
Obtención del don "promotor de MHCβ-vector-proMMP2", o construcción génica de 
la invención.  
 15 
En una realización pretenda, el vector de expresión y secreción de proteínas empleado 
en el método de la invención es el vector pSecTag2A.  
 
El método de obtención de esta construcción génica (promotor de MHCβ-
pSecTag2A-proMMP2) comprende los siguientes pasos:  20 
 
i.  Linearizar el vector de expresión pSecTag2A en su región de múltiples sitios de 
clonación (MCS) mediante el empleo de enzimas de restricción;  
 
ii.  Introducir la secuencia de ADN de proMMP2 (a) en la región MCS del vector 25 
pSecTag2A (c) mediante la utilización de ADN ligasa para la unión de los dos 
fragmentos de ADN con extremos complementarios.  
 
iii.  Obtención del clan proMMP2-pSecTag2A;  
 30 
iv.  Linearizar el clan proMMP2-pSecTag2A y delecionar la región promotora CMV 
(citomegalovirus) mediante el empleo de enzimas de restricción;  
 
v  Introducir la secuencia de ADN del promotor de MHCβ (b) en la región promotora 
CMV del vector delecionada previamente en iv) mediante la utilización de ADN 35 
ligasa; y  
 
vi. Obtención del clan "promotor de MHCβ-pSecTag2A-proMMP2", que constituye 
una molécula única e intacta de ADN.  
 40 
En una realización preferida del método de la invención, en el paso vi), el clan obtenido 
(promotor de MHCβ-pSecTag2A-proMMP2) tiene la secuencia mostrada en SEQ ID NO 
4.  
 
En otro aspecto principal de la invención se contempla una célula aislada transfectada 45 
con la construcción génica de la invención, donde el vector permite la expresión de la 
proteína MMP2 y donde dicho proteína se secreta extracelularmente.  
 
En realizaciones particulares de la invención, la célula es un cardiomiocito.  
 50 
La transfección puede ampliarse a otros tipos celulares específicos que también posean 
la maquinaria celular adecuada de síntesis de MHCβ como pueden ser los fibroblastos, 
osteoblastos, etc. La transfección del gen proMMP2 se puede llevar a cabo mediante 
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técnicas habituales en el estado de la técnica, como la electroporación o la incorporación 
mediante liposomas.  
 
En realizaciones particulares, el gen proMMP2 se expresa transitoriamente y no se 
inserta en el genoma nuclear, por lo que el ADN de proMMP2 será un DNA exógeno que 5 
se pierde cuando la célula entra en mitosis.  
 
En otras realizaciones particulares, se contempla la transfección estable de la invención. 
para que el gen transfectado permanezca en el genoma de la célula y de su progenie.  
 10 
En otro aspecto principal de la invención se contempla una composición farmacéutica que 
comprende, al menos, una cantidad terapéuticamente eficaz de un ingrediente activo 
seleccionado de entre la construcción génica de la invención, y la célula transfectada de 
la invención, para su empleo en el tratamiento de la fibrosis cardíaca.  
 15 
Se contempla la posibilidad de la incorporación a dicha composición de excipientes para 
DNA como puedan ser sacarosa, trehalosa, maltosa o lactosa en una composición: 
excipiente/DNA u otros componentes para vehiculizar la terapia génica de la presente 
invención (AAPS PharmSciTech. 2010 Mar; 11(1): 344-350. doi: 10.1208/s12249-
010-9391-2. "Naked Plasmid DNA Formulation: Effect of Different Disaccharides on 20 
Stability after Lyophilisation". Susanne G. L Quaak, corresponding author John B.A. G. 
Haanen, Jos H. Beijnen, and Bastiaan Nuijen) (Schiff base-Poloxamer P85 combination 
demonstrates chemotherapeutic effect on prostate cancer cell in vitro. Demirci S, Doḡan 
A, Türkmen NB, Telci D. Rizvanov AA. Şahin F. Biomed Pharmacother. 2017 Feb;86:492-
501) (In vitro study of the cytotoxic and genotoxic effects of indomethacin-loaded 25 
Eudragit(®) L 100 nanocapsules. Froder JG, Dupeyrón D, Carvalho JC, Maistro EL Genet 
Mol Res. 2016 Aug 12; 15(3), doi: 10.4238/gmr.15038727).  
 
La introducción del sistema de alerta fibrogenético en células del corazón (cardiomiocitos) 
permite la secreción de la proteína MMP2 fuera de la célula sólo en el momento que el 30 
corazón empieza a responder a un daño cardiaco. El corazón responde a la mayor parte 
de daños que conllevan fibrosis mediante la expresión de MHCβ, proteína que es 
específica del momento de remodelado cardiaco patológico MMP2 es capaz de 
secretarse fuera del cardiomiocito por la capacidad del vector pSecTag2A de expulsar la 
proteína sintetizada. Por lo tanto cuando el corazón empieza a sufrir daño, y no antes ni 35 
después, se pone en funcionamiento la maquinaria de síntesis y secreción de MMP2 que 
liberará de la fibrosis que se comienza a generar en dicho corazón.  
 
Además, es posible la administración del "sistema de alerta fibrogenético" a cualquier 
célula de un organismo sin peligro de que se produzcan efectos en lugares no deseados 40 
o efectos en el corazón cuando esté sano, ya que sólo expresará MMP2 en los 
cardiomiocitos cuya maquinaria de expresión de MCHβ se active, es decir en 
cardiomiocitos que comiencen el remodelado cardiaco, lo que indica un corazón con daño 
patológico. Por lo tanto el sistema de alerta fibrogenético de la invención es 
completamente específico para el corazón y, además, para corazón en estado de 45 
remodelación, es decir un corazón no sano. No actúa por tanto en ningún otro órgano o 
en corazones sanos.  
 
 
 50 
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Ejemplos  
 
Ejemplo 1.  
 
Construcción del sistema de alerta fibrogenético  5 
 
El gen h-proMMP2 (SEQ ID NO 1), cuya secuencia nucleotídica de ADN se muestra en la 
SEQ ID NO 5, se digirió con las enzimas de restricción Hindlll y Xhol para extraerlo del 
vector pSGL5, y se amplificó con Hindlll+1nt (C)-CDS-+1 nt+Xhol.  
 10 
El vector de expresión pSecTag2A (SEQ ID NO 3) es circular, por lo que se linearizó en 
su región de múltiples sitios de clonación (MCS) mediante la utilización de las enzimas de 
restricción Hindlll y Xhol. Una vez linearizado, y mediante la utilización de la enzima ADN 
ligasa, se unió el inserto de proMMP2, con 1977 pares de bases (bp): Homo sapiens 
matrix metallopeptidase 2 (MMP2), transcript variant 1, mRNA NM 004530 (NCBI, 15 
Nucleotide, GenBank) desde bp 1 a 1977, con un total de 1977 bp (SEQ ID NO 1) en la 
región MCS del vector pSecTag2A mediante la utilización de los sitios de clonación 
(AAGCTT: sitio Hindlll+1nt (C) y CTCGAG: +1ntXho (C)) generando así el clan: 
proMMP2-pSecTag2A  
 20 
Posteriormente se sintetizó la secuencia de proMHCβ (región promotora de la miosina 
pesada de cadena β), (NCBI, número de acceso: L07306.1 de 3336 pb, la secuencia 
comprendida entre 1 y 3336 bp) de SEQ ID NO 2.  
 
A continuación se linearizó el clan proMMP2-pSecTag2A, delecionando la región 25 
promotora CMV usando de nuevo enzimas de restricción (en este caso Mlul y Nhel). Así, 
se sustituyó el promotor citomegalovirus (CMV) del vector pSecTag2A por el promotor 
proMHCβ (figura 1 (2)), utilizando los sitios de clonación Mlul-Nhel (ACGCGT: sitio Mlul; 
GCTAGC: sitio Nhel).  
 30 
Así se obtuvo el clan final: promotor MHCβ-pSecTag2A-proMMP2 (ver figura 1), de 9748 
pb (SEQ ID NO 4), que constituye la construcción génica de la invención (figura 1 (3)) y 
que junto con la posterior expresión y secreción de la proteína MMP2 en la célula diana y 
en el momento adecuado constituye el sistema de alerta fibrogenético de la presente 
invención.  35 
 
Ejemplo 2.  
 
Cultivo de fibroblastos y transfección del "sistema de alerta fibrogenético"  
 40 
La línea celular NIH-3T3 de fibroblastos se cultivó en DMEM suplementado con DBS al 
10% y penicilina-estreptomicina 100 U / ml, a 37ºC con 5% de suministro de CO2 y en 
placas de petri de 60 mm a una densidad de 1 x 105 células. Cuando llegaron al 80% de 
confluencia se transfectaron con la construcción génica de la invención en presencia del 
reactivo de transfección, Fugene HD, en relación 3:1 frente al DNA que se transfectaba.  45 
 
Se añadió TGFβ1 recombinante (0,3 ng/ml) 4 h después de la transfección para activar 
una mayor expresión de MHCβ.  
 
A las 24 horas se separó el medio extracelular y se concentró 10 veces mediante el kit de 50 
concentración de proteínas "Centricon centrifuga! Filter". Finalmente, se congeló la 
muestra a -20ºC para su uso posterior.  
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Determinación de la expresión proteica del "sistema de alerta fibrogenético"  
 
Mediante la técnica de Western blot se detectó la presencia en el medio extracelular del 
"sistema de alerta fibrogenético" (expresión de la proteína MMP2) marcado en el e-
terminal con el epitopo c-myc para su detección con el anticuerpo primario anti c-myc 5 
presente en el vector pSecTag2A (vector de expresión y secreción del sistema de alerta 
fibrogenético) y su diferenciación de la MMP2 endógena (figura 2A). En la figura 28 se 
puede observar el densitograma de la media de 3 western blots medido en unidades 
arbitrarias de densidad óptica y en la figura 2A un WB representativo de la presencia en 
el medio extracelular de MMP2 del sistema de alerta fibrogenético, y no de la MMP2 10 
endógena, con su control de carga proteico gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 
(GAPDH), que informa que existe la misma cantidad de proteína en todas las calles.  
 
Determinación de expresiones de ARNm por q-PCR  
 15 
Las muestras de ARN mensajero de células NIH-3T3 se obtuvieron mediante extracción 
de TRIzol (lnvitrogen). El ARNm fue transcrito inversamente usando randomprimers. La 
PCR cuantitativa (q-PCR) se realizó con cebadores TaqMan específicos para MHCβ y el 
control que se utilizó fue el gen 18S. En la figura 2C se puede observar la expresión 
génica mediante q-PCR de MHCβ antes y después de la adición de TGFβ recombinante, 20 
demostrándose que este tipo celular (fibroblastos NIH-3T3) posee la maquinaria de 
expresión de MHCβ y que al ser activada por la presencia de TGFβ esta maquinaria se 
unirá al promotor de MHCβ presente en el "Sistema de alerta fibrogenético" expresando y 
secretando MMP2 como se observa en la figura 2A.  
 25 
Programa de estadísticas y gráficos  
 
El conjunto de datos se evaluó mediante la prueba de t de student p<0,001**. Se utilizó el 
programa GraphPad Prism 5.03 para la realización de las gráficas. El programa ImageJ 
se utilizó para la cuantificación densitométrica de las bandas obtenidas en los western 30 
blots.  
 
Los valores, representados en la figura 2 8 y C, corresponden al promedio de tres 
experimentos independientes.  
 35 
Ejemplo 3.  
 
Zimografía que detecta la actividad como degradador de fibras del "sistema de alerta 
fibrogenético"  
 40 
La detección de la actividad de MMPs se evaluó por zimografía, como se describió 
anteriormente en X. Hu, C. Beeton. "Detection of functional matriz metalloproteinases by 
zymography. J Vis. Exp., 45 (2010), p. 2445. Esta técnica detecta la actividad hidrolítica 
de la MMP2 en presencia de su sustrato (gelatina). Las muestras para análisis se 
obtienen del medio extracelular tras transfectar las células NIH-3T3 con el "sistema de 45 
alerta fibrogenético·. Se cargaron 20 microgramos de proteínas por ensayo de 
electroforesis en gel SDS-PAGE al 10% que contenía gelatina al 1% y tampón no 
reductor Después de correr el gel se renaturalizaron las proteínas a través de incubación 
en Triton X-100 (2,5% en tris 50 mM, pH 7,4, CaCI2 5 mM y ZnCI2 1 μM) durante 30 
minutos con agitación suave a temperatura ambiente. El gel se incubó durante 12 horas a 50 
37ºC con tampón de revelado (Tris 50 mM. pH 7B4, CaCI2 5 mM y 1 μM de ZnCI2). El 
gel se tiñó con 0,5% de Coomassie Blue G250 (en etanol al 30% y ácido acético al 10%) 
durante 30 min para observar la gelatina hidrolizada (Figura 3 A). La tinción se detuvo 
con ácido acético al 2%. Se escanearon bandas y se midió la densidad óptica usando el 
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software ImageJ. Las bandas problema se normalizaron a las muestras de control en el 
mismo gel y los datos de tres experimentos independientes se expresaron como actividad 
relativa de intensidad de densidad óptica (Figura 3 B). Se usó como control de carga una 
proteína inespecífica de la electroforesis tras tinción con Coomassie Blue G250 (gel 
representativo en la Figura 3 A).  5 
 
Los resultados mostraron el incremento de la actividad enzimática como gelatinasa del 
"sistema de alerta fibrogenético" tras activar la expresión de MHCβ añadiendo TGFβ 
recombinante (0,3 ng/ml) (Figura 3 B).  
 10 
En la figura 3 A se puede ver una imagen de la degradación del sustrato gelatina al 
ponerlo en contacto con el medio extracelular de células NIH-3T3 que contienen "sistema 
de alerta fibrogenético" y su control de carga (proteína inespecífica en tinción de 
coomasie blue) Asimismo, la figura 3 8 incluye un denstiograma que indica el aumento 
significativo de la degradación de gelatina al añadir TGFβ al medio celular y, en 15 
consecuencia, aumentar la presencia de MMP2 extracelular del "sistema de alerta 
fibrogenético", como se mostraba en la figura 2 A y B.  
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REIVINDICACIONES 
 
1. Construcción génica que comprende:  
 
a)  Una secuencia de ADN que codifica para la proteína proMMP2,  5 
 
b)  Una secuencia de ADN que codifica para el promotor de MHC-β, operativamente 
unida a la secuencia a), y  
 
c)  Un vector de expresión y secreción de proteínas que une operativamente a las 10 
secuencias a) y b).  
 
2. Construcción génica, según la reivindicación 1, donde el vector es pSecTag2A.  
 
3. Construcción génica, según la reivindicación 2, de SEQ ID NO 4.  15 
 
4. Célula aislada transfectada con una construcción génica, según una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 3, donde el vector proporciona la expresión de la proteína MMP2 y su 
secreción extracelular.  
 20 
5. Célula, según la reivindicación 4. donde la célula es un cardiomiocito.  
 
6. Composición farmacéutica que comprende al menos un ingrediente activo 
seleccionado de entre la construcción génica de la reivindicación 1, y la célula de la 
reivindicación 4, para su empleo en el tratamiento de la fibrosis cardiaca.  25 
 
7. Método para la obtención de la construcción génica de la reivindicación 1 que 
comprende los siguientes pasos.  
 
- Linearizar el vector de expresión y secreción de proteínas (e).  30 
 
- Introducir en el vector linearizado las dos secuencias a) y b) de ADN, y  
 
- Obtención del clan: promotor de MHCβ-vector-proMMP2.  
 35 
8. Método según la reivindicación 7, donde el vector es pSecTag2A.  
 
9. Método según la reivindicación 8 que comprende los siguientes pasos:  
 
i.  Linearizar el vector de expresión pSecTag2A en su región de múltiples sitios de 40 
clonación (MCS) mediante el empleo de enzimas de restricción,  
 
ii.  Introducir la secuencia de ADN de proMMP2 (a) en la región MCS del vector 
pSecTag2A,  
 45 
iii.  Obtención del clan: proMMP2-pSecTag2A,  
 
iv.  Linearizar el clan proMMP2-pSecTag2A deleccionando la región promotora 
citomegalovirus (CMV) mediante el empleo de enzimas de restricción,  
 50 
v.  Introducir la secuencia de ADN del promotor de MHCβ (b) en la región promotora 
CMV del vector delecionada en iv), y  
 
vi.  Obtención del clan: promotor de MHCβ-pSecTag2A-proMMP2.  
ES 2 620 702 A1
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10. Método según la reivindicación 9 donde el clan obtenido en el paso vi) tiene la 
secuencia mostrada en SEQ ID NO 4. 
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OPINIÓN ESCRITA 
 
Nº de solicitud: 201700440 
  
  
1. Documentos considerados.- 
 
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la 
realización de esta opinión. 
 
Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación 
D01 EP 3081081  A1 (UNIV MIE) 19.10.2016 
D02 WO 0190326 A2 (UPJOHN CO et al.) 29.11.2001 
D03 WO 9621416  A2 (VIAGENE INC) 18.07.1996 
 
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de 
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración 
 
D01 divulga (fig. 1) la construcción de un vector de expresión pBS-CAG-hMMP2 para la expresión hMMP2, subclonando un 
fragmento de cDNA de hMMP2 en un vector pBS-CAG-DESTZ. Esta construcción génica viene caracterizada por la 
inclusión de un promotor para inducir la expresión gen hMMP2 que es el promotor de beta-actina. 
 
D02 muestra un ejemplo de expresión recombinante de la proteína MMP en células huésped eucarióticas. La expresión se 
realiza en células de mamífero 293 (células de riñón embrionarias primarias humanas transformadas), preparando un 
plásmido que lleva la secuencia de codificación de MMP, y usando el vector pSecTag2A. También muestra la expresión de 
MMP en células COS. Para la expresión de la MMP en células COS7, se clonó la secuencia que codifica la MMP en el 
vector p3-CI. Este vector es un plásmido derivado de pUCl8 que contiene el promotor-intrón de HCMV (citomegalovirus 
humano) situado aguas arriba de la secuencia de poliadenilación de la hormona bGH (hormona de crecimiento bovina) y un 
sitio de clonación múltiple. 
 
D03 divulga un método para el tratamiento de tumores sólidos con terapia génica utilizando vectores virales recombinantes 
que expresan polipéptidos que inician selectivamente la coagulación irreversible de sangre en la vasculatura tumoral, 
inhiben la neovascularización tumoral, son capaces de activar agentes no tóxicos en agentes tóxicos dentro del tumor que 
provoca la destrucción del lecho vascular y absorbe o metaboliza nutrientes en la sangre que se suministra al tumor. 
 
Ninguno de los documentos del estado de la técnica divulga una construcción génica, ni un método para la obtención de esa 
construcción, como la que se divulga en las reivindicaciones 1-10, por lo que el objeto de la invención contenido en las 
mismas cumpliría con el requisito de novedad, tal y como se menciona en el art. 6 de la ley 11/1986. 
 
El solicitante declara que la construcción y composición farmacológica objeto de la invención permite desarrollar 
composiciones que controlan la expresión de MMP2, de tal forma que se activa en la célula sólo en caso de necesidad, 
cuando ésta detecta el inicio del remodelado patológico, y que consta de dos procesos de hipertrofia y fibrosis. La 
composición objeto de la invención que degrada la fibrosis comienza a actuar sólo en el caso de que el proceso de 
hipertrofia se inicie. Además, esta composición se activa solo en corazones no sanos. 
 
A la luz de los documentos del estado de la técnica, el experto en la materia no podría derivar de manera obvia una 
composición génica similar a la reivindicada, con los mismos efectos terapéuticos, por lo que las reivindicaciones 1-10 
cumplirían con el requisito de actividad inventiva, tal y como se menciona en el art. 8 de la ley 11/1986. 
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